Elektronovy transportni retézec
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Oxidativni fosforylace
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Vneéjsi a vnitrni membrana

« Vnéjsi membrana je hranice mezi
matrixem a cytosolem

- Je pomérné propustna za velké
molekuly

+ RUzné metabolické drahy jsou
lokalizovany v mitochondriich

VNITRNI VNEJSI

Tloustka 5-7nm 5-7 nm

Tvar zvipepa-slozena hladka , .,

Povrch VNEJSI CAST: VNITRNI CAST :

hladka hladka

VNITRNI CAST: VNEJSI CAST:
pravidelné jednotky nepravidelna

Extrakce

Fosfolipidti: membrana z(stava intaktni porudena



VNITRNI VNEJSI

Permeabilita selektivni propustna pro velké molekuly
Pomer fospholipidy/
bilkoviny 0,27 0,82
Obsah kardiolipinu vysoky nizky
Obsah Pi vysoky nizky
Cholesterol nizky vysoky
Koenzym Q pritomen neni
Monoamine oxidase neni pritomen

Cytochrom oxidase pritomen neni



Vnitrni mitochondrialni membrana je pro vetsinu
hydrofilnich latek nepropustna

Specifické transpornti systémy:
NADH produkovany glykolyzou musi ziskat pristup do retézce transportu
elektront aby mohl byt aerobné oxidovan
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VNITRNI membrana :
sklada se z mnoha enzymi - 80% sloucenin jsou
proteiny Enzymy komplexu dychaciho retézce

Transportér: malate <=mmmmmmmmm——-- > citrate
malate <-=====mmmm———- > alpha-ketoglutarate
pyruvate <-------------- > OH-
OH- < """"""" > Pi
P, <--===mmm———--- > malate
ATP L EEEE—— > ADP
GLU <=====mm——————- > ASP
ornithin <-------------- > citrulin

Clunky: malat - aspartatovy  (ve svalech)
glycerofosfatovy (v jatrech)

Karnitin transportni systém:

J?‘ renasi mastné kyseliny do mitochondrie, kde
probiha jejich oxidace
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Respiracni retezec
Dychaci (respiracni) fetézech je metabolicka draha, ve které dochazi k oxidaci
molekul za ucelem vyroby energie. Energie je nasledn¢ uchovana do chemické vazby ATP.

Zahrnuje Glykolyzu, Citratovy cyklus, Elektronovy transportni retézec a oxidativni
fosforylaci.

'Electrons carried |
via NADH
[T

GLYCOLYSIS

Oproti fermentaci (kvaseni) je respira¢ni fetézec mnohem ucéinngjsi. Nevyhodou je
ale tvorba vysoce reaktivnich kyslikovych radikald, které mohou interagovat s proteiny
nebo DNA a naruSovat jejich funkci.



Elektronovy transportni retézec

U eukaryot je dalsi faze respiraCniho fetézce umisténa do velkych
enzymatickych komplexii umisténych na vnitini mitochondrialni membrané. Ty jsou také
znamy jako Elektronovy transportni iFetézec.

Béhem oxidace molekul dochazi k uvolnéni elektronii. Pomoci komplexti jsou
elektrony transportovany do prostoru vnitini mitochondridlni membrany nebo do
mezimembranoveho prostoru. Hromadéni elektronti na druhé strané vnitini membrany
vytvari elektricky potencial.

Spolecné s elektrony jsou na druhou stranu membrany z mitochondrialni matrix
transportovany protony. Tim dochazi ke zvySeni koncentrace H+ a sniZeni pH v
mezimembranovém prostoru. Tento pH gradient je nakonec vyuzit pro syntézu ATP.



Enzymy Elektronového transportniho ietézce obsahuji kofaktory, umoznujici pfesun
elektronti I protont.

Malé proteiny nesouci hemovou skupinu - Cytochromy, jako napt. Cytochrom c jsou
schopny prenaset 1 elektron. Elektrony jsou v respira¢nim fetézci zachytavany atomem

Zeleza v molekule podobné hemu.

Cytochrom c je navic dilezity v regulaci bunécné smrti, apoptozy.
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Vnitini  mitochondridlni membrana je
tvofena dvéma vrstvami fosfolipidi. Uvnitf
membrany zajiStuje vychytavani a transport
elektroni a protoni molekula Koenzymu Q10
(Ubichinon, CoQ).

Molekula je sloZzena z benzochinonového cyklu na
které¢ je napojeno nékolik isoprenovych jednotek
(nenasycené alifatické uhlovodiky, davaji molekule
hydrofobni charakter). Nejcastéjsi pocet jednotek je
10 (proto také CoQ10).

Molekula je rozpustna v tucich a mize existovat ve tfech redoxnich stavech. Ubichinon
(CoQ) muze byt redukovan le a 1 H+ na semichinon. Dalsi elektron a proton napada
druhou ketoskupinu a vznikéa druhé hydroxylova alkoholova skupina — ubichinol.

O OH
i & + i G + @ j\
H4CO CH,4 CHgy L - I . HsCO— “X—CH;
H,CO (CH,—CH=C—CH,);p—H R H,cO—_ _J—R
0 OH
oxidovana forma koenzymu Q semichinon redukovana forma koenzymu Q

(ubichinon) (ubichinol)



Dalsimi kofaktory transportu elektronti jsou molekuly slozené s zeleza a
siry — Zelezo/sirné klustry. Molekuly jsou kovalentné vazany k proteinu. Fe ma v
molekule 4 koordina¢ni vazby. Nachazi se i v jinych enzymech (napi. Akonitaza).

2Fe-2S klustery

Fe je navazano K proteiniim pies 4 cysteiny (nebo v tzv. Rieskeho
proteinech pres 2 cysteiny a 2 histidiny). Mezi sebou jsou atomy navazany opét
pies siru. Atom Zeleza v redukovaném stavu ma oxidacni ¢islo Fe?*, po pfijeti

elektronu pfechéazi na Fe3*.

| kdyz kluster obsahuje dva atomy Fe, je oxidovan pouze jeden. 2Fe-2S Kluster
tedy dokaze prenaset pouze 1 elektron.
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4Fe-4S kluster

Ma kubicky tvar molekuly. Vazba Fe k proteintim umozZnéna pres cysteiny. Komplex
je schopen transportovat 2 elektrony (opét dva atomy zistavaji na Fe?* redoxnim stavu).

3Fe-4S kluster

Oproti ostatnim mohou byt v§echny 3 Fe oxidovany na Fe®*.

(CYS)S\ (cys)S\
Fe S Fe
S/ ﬁ_f._ e/_..?- S(cys)
S Fe Fe
! e/ < Ns(cys) F e/s 57 ~ S(eys)
7
(cys)S (cys)S

[3Fe-4S] [4Fe-4S]



Katabolické reakce produkuji velké mnozstvi redukovanych koenzymi —
NADH a FADH?. Uvolnénim elektrontt z molekuly dochazi také k uvolnéni velkého

energetického kvanta.

Netizena oxidace NADH by vedla k tomu, ze by uvolnéna energie vedla k
nekontrolovatelné reakci. Proto elektrony prochazi pres dalSi pifenaSece a na kazdém z
nich dojde k malé ztraté energie prochazejiciho elektronu.
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Elektronovy transportni fetézec se skladd ze 4 komplexu — Kl, KIlI, KIII a
K IV. Komplex Il — sukcinat dehydrogenaza je krome toho i soucasti citratového cyklu.

Piesun elektrond a protonti mezi jednotlivymi komplexy Ize vyjadrit takto:

Succinate
Fumarate
|
Fo.SF AD& Complex Il
FADH2
NADH FMN QH;| /~Cytb Cytec, =\ /~Cytc 4 Cyte, saoa\/~ /20,
Fe-S Fe-S Cu
NAD" FMNH, Q Cytb; =~ Cytc, - Cyt Crog Cyt Cp 0308 20
<> -« > A —

Complex | Complex Il Complex IV



Komplex I
(NADH: ubichinon oxidoreduktaza).

Nejvétsi z komplext. Komplex | je slozen ze 44 polypeptidi a 8 Fe-S
klusterti. Pouze 7 poplypetidi je kodovano mitochondrialnim genomem.

Dochazi v ném k oxidaci NADH na NAD+ a H+. Elektrony jsou
transportovany fetézcem redoxnich kofaktorti do vnitini mitochondridlni membrany
na CoQ. Elektrony spole¢né¢ s protony z matrix pak slouzi k redukci CoQ na
CoQH2.

Enzymaticky proces muze byt
reverzibilni

Intermembrane
space

Matrix




Komplex obsahuje membranovou a mitochondrialni hydrofilni doménu.
Hydrofilni doména obsahuje vSechny redoxni centra a misto pro vazbu NADH.

V prvni fazi se NADH navaze do
katalytického mista Komplexu I.

Dojde k jeho oxidaci a uvolnéni 2
clektrontl.

Oba se prenesou na prvni redoxni

kofaktor ‘

FMN (flavinadenin mononukleotid),
molekula podobna FAD). Ten se redukuje
na FMNH,,

Nasledn¢ jsou elektrony

transportovany pres sérii Fe-S klusterti na
CoQ.

Redukovany CoQH2
redukovan na Komplexu I11.

je poté

Transporter module _4H®

QH,
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oxidoreduktaza




Pritok elektroni komplexem vede ke zménam redoxniho stavu aminokyselin a
nasledné zmény jeho struktury. Dojde k otevieni protonového transportéru a
pieneseni 4 H* na vnéjsi stranu vnitini mitochondridlni membrany.

NADH NAD*
AR

Cytoplasm

Periplasm

H+



Komplex |1

(sukcinat dehydrogenaza)

Enzym  citratového  cyklu.
Oxidaci sukcinatu na fumarat vede Kk bp O
uvolnéni elektronti, které jsou pak !
vyuzity pro redukci CoQ. AL N\

Sklada se ze 4 podjednotek. { Matrix
Hydrofilni ~ podjednotka  obsahuje
kofaktory transportu elektronti — FAD a
3 Fe-S  proteiny. Hydrofobni
podjednotky ukotvuje komplex do
vnitini mitochondridlni membrany. Tato o P L1 8
podjednotka obsahuje molekulu hemu a Space - = -
vazebné misto pro CoQ.




Sukcinat je donorem dvou elektrondl. Ty jsou pfeneseny pies FADH, na Fe-S
centra (vzdy po jednom elektronu). Role hemu v komplexu neni zndma, mysli se ze
slouzi jako molekula skladujici prvni elektron. Po vazb¢ CoQ je pak jeden z elektronti
piedem piichystany v oxidovaném hemu a druhy jde z Fe-S klusterd. Mechanismu
mize vést k piimé redukci CoQ na CoQHZ2 a zabranit pfiliS dlouhé piitomnosti
semichinonu (schopného tvorby kyslikovych radikali).
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Komplex Il ma podobnou funkci jako KI. Ale nefunguje jako protonova pumpa a
netransportuje primo pres membranu dalsi protony. Proto je energeticky vytézek

K1l mnohem nizsi.
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Redukovany CoQH2 transportuje elektrony a protony na komplex 111 (CoQH2:
cytochrom c reduktaza). KIIl je transmembranovy protein kodovany mitochondridlni i

jadernym genomem. Komplex katalyzuje pienos elektronii na cytochrom c. Zaroven
oxiduje/redukuje molekuly CoQH2/CoQ.

Komplex obsahuje 4 kofaktory: cytochrom c1, cytochrom b-L, cytochrom b-H a 2
Rieskeho proteiny (s Fe-S Klustery).

Hemme b

CHs *
CH=—CH,
9+6
CH; —
I
./
CH; “Fe-. g CH;
Ko )
CHCOO s CH=—CT,

CH,




Komplex ma vice katalytickych mist.

CoQH? vznikly z Kl a KIl je transportovan do
mista Qo0 Vv blizkosti Rieskeho proteini a
cytochromu b-L. Dochazi k oxidaci CoQH, na
CoQ.

Uvolnéné  protony  jsou  vypuStény  do
mezimembranového prostoru. Oxidaci vznikaji 2
elektrony — jeden z nich je predan Fe-S klastry na
cytochrom c (a redukuje Fe3* na Fe?").

Po redukci se ve vodé¢ rozpustny cytochrom c
odpoji od komplexu do mezimembranového
prostoru.

= aptie
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DalSim vazebnym mistem je QI —
zde dochazi k wvazbé CoQ. Elektron
prochazejici pres cytochromy b-H a b-L je
vyuzit pro jeho redukci a tvorb¢
semichinonového radikalu.

Pro plnou redukci je tfeba druhé
molekuly CoQH2 v Qo0 misté. Druhy
uvolnény  elektron pln¢ redukuje
semichinon na CoQH2. Protony pro
ubichinol jsou ziskdny z mitochondrialni
matrix.

Tak v priabéhu 2 otacek KIII
dochazi ke wvzniku 2 redukovanych
cytochromu c, dvou molekul CoQ a jedné
molekuly CoQH,,

Dva protony jsou transportovany
dovnitt membrany, dalsi 4 ven do
mezimembranoveho prostoru.

QH, 77|

Step 2
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Komplex VI
(cytochrom c oxidaza)

je velky transmembranovy proteinovy
komplex. Z volného cytochromu c z
mezimembranového prostoru piijima
elektrony, kter¢ slouzi Kk redukci
atomarniho kysliku O, na dvé molekuly
H,O. Pro syntézu 2 H,O je ticba 4
elektronil.

Navic komplex slouzi jako
protonovy transportér a vV prub¢hu reakce
transportuje 4 protony pies membranu do
mezimembranoveho prostoru.
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cytochrom a a cytochrom a3. Dalsi
kofaktory jsou dvé centra obsahujici Cyszzo
atomy médi — CuA a CuB. ( Cys 216 ‘lAsp 193

Komplex IV obsahuje 2 hemy - Met 227 '\/ §i5181

His 224 Glu 218

G
CHy;— (CH;—CH=C—CH3)3—H
HO—CH CHs

Heme a

Cytochrom ¢ se pfesune do
katalytického mista komplexu v
blizkosti CUA a odevzda -elektron.
Nasledné je elektron transportovan do
binuklearniho centra (ve které je CuB
a cytochrom a3 v tésné blizkosti).







V binuklearnim centru se Fe v
cytochromu redukuje 2 elektrony na Fe?* (z
Fe3*) a na Cu* (z Cu?'). V procesu je také
dilezita AMK tyrosin, ktera se v blizkosti
centra nachazi.

Do katalytického centra pfistoupi
molekula kysliku. Ta se navaze na cytochrom
a3 a je redukovana diky dvéma elektrontim na

(Fe**:=0) formu.

Druhy atom kysliku pfijima prvni elektron z
Cu* (ta se oxiduje na Cu®*) a druhy elektron
spolecn¢ S protonem z tyrosinu. Z tyrosinu se
stava tyrosilovy radikal. Proton z matrix pak
Interaguje s hydroxidovym iontem vazany k Cu
za vzniku prvni molekuly vody.
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4 Fe?*-cytochrome ¢ + 8 H*,_ + O, - 4 Fe3*-cytochrome ¢ + 2 H,0 + 4 H*_ ,

Ttreti cytochrom c prinasi elektron nutny pro regeneraci tyrosilového radikalu. Proton k
obnoveni tyrosinu je op€tovné ziskan z mitochondrialni matrix.



Ctvrty elektron spole¢né s dal§im
protonem slouzi k redukci Fe*=0 na
Fe3*-OH. Dalsi proton pak vytvaii
druhou molekulu vody. Ta se uvolni z

komplexu.

V dalsim cyklu dochazi k nové redukci
binuklearniho centra 2 elektrony a
uvolnéni dvou molekul vody z
komplexu.
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Enzymy elektronového transportniho fetézce precerpavaji protony z matrix do
mezimembranového prostoru. Navic Jsou volné protony v matrix utilizovany chemickou
vazbou do novych molekul (napft. H,O).

— ATP

Flow of e (electrons) Ix::’;';;";;z'e synhase ()

space

Mitochondrial

Intermembrane
space Complex I@Commex " Complex Il @

i W tetlh »-} EH

| NADH Suocmate
dehydrogenase @ dehydrogenase

’\ Complex IV

Cyt

Matrix

Mitochondrial Matrix Mitochondrial Matrix

Fatty acids and Glucose from Cell

ATP energy

K1 —na 1 molekulu NADH — ptrecerpani 4H* a 2H" slouzici k redukci CoQ na CoQH2
K1l —na 1 molekulu sukcinatu - 2H* slouzici k redukci CoQ na CoQH2
K1 —na 2 molekuly CoQH2 - precerpani 4H" a 2H™ slouzici k redukci CoQ na CoQH?2

KIV —na 1 molekulu kysliku - pfecerpani 4H" a 4H" slouzici k redukci O2 na H20



Oxidativni fosforylace

Velky rozdil v koncentracich protont na
obou strandich membrany je nasledné¢ vyuzit v
procesu oxidativni fosforylace. Je to proces ve
které se vytvari nové molekuly ATP v Komplexu
V — ATP syntaze.

ATP-syntaza vytvari vazbu mezi ADP a
anorganickym fosfatem (P1)

ADP + Pi ATP + H,0

Energie potfebna pro reakci je
zprostiedkovana prutokem protontl Z
mezimembranového prostoru do matrix.
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ATP syntaza se sklada ze 2 velkych oblasti.

Fo doména (Fo- nikoliv FO, je pojmenovana podle antibiotika oligomycinu, ktery

doménu inhibuje).

Fo se nachazi v membran¢ a sklada se ze 3 hlavnich podjednotek (A, B, C) a
6 vedlejSich ukotvujici doménu do membrany. Celkovy komplex se sklada z A, 2B a 10-
14C podjednotek. C podjednotky jsou soucasti protonového kanalu.

F1 doména se nachazi v matrix
mitochondrii. Sklada se z 5 podjednotek — a, B,
Y, 0, €. Podjednotky y a € jsou upevnény k C
proteinim Z protonového kanalu. Katalytickym
jadrem je hexamer slozeny ze 3 o a 3 P
podjednotek. Stfedem hexameru prochazi vy
protein.

Hexamer je jeste ukotven pies
dimer B proteinu a 6 podjednotkou.

FF, ATP synthase
(Escherichia coli)

Matrix

Inner
mitochondrial
membrane

» / Proton

HY =~ channel



ATP syntazu lze rozdélit na dvé nezavislé mechanické jednotky:.
Protonovy kanal spolecn¢ s € a y Jsou rotorem. Stator piedstavuje zbytek
komplexu.

Samotna syntéza ATP probiha v F1 ¢asti v hexamerni podjednotce (a3p3). Obé
podjednotky obsahuji vazebné misto pro nukleotidy, které se nachazi v prostoru
mezi o a p. Ke katalyze dochazi pouze v p podjednotkach.

V katalytickém misté jsou substraty (ADP, Pi) v chemické rovnovaze s produktem
(ATP). Vznik ATP tak neni energeticky naro¢ny — vétSina energie vznikla
prutokem protond je vyuzita pro vazbu substrati a vypuzeni produktu z
katalytick¢ho mista.




Po prichodu protonu Fo podjednotkou dochazi k ionizaci a zméné proteinové
konformace A a C podjednotek.

Zkrouceni Fo podjednotky je prenaseno na y podjednotku, ktera je asymetricka. Rotaci vy
podjednotky v centralnim kanalu hexameru vede Kk pfenosu konformacnich zmén na
podjednotky a,f..

entry
channel




Jak se jednotka pohybuje ve sméru hodinovych ruci¢ek, konformace
katalytickych mist zaujima tii polohy.

https://www.youtube.com/watch?v=PjdPTY 1wHdQ

V aktivnim (open) stavu je katalytické misto pifipraveno pro piijeti substrati —
ADP a Pi. V dalsi otacce se konformace p méni a dochazi k uzavieni katalytického mista.
Molekuly ADP a Pi jesté nejsou tlaceny k sob¢ (loose stav).

Dalsi otackou dojde k priblizeni substratu (tight) a vzniku nové vazby. Vzniklé ATP je
pak vytlaceno z katalytického mista naslednou otackou y podjednotky — a katalytické
misto Je Zznovu pripraveno pro piijeti dalSich subtrati.
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FO motor preménuje transmembrany potencial do rotaéniho pohybu vy
podjednotky. Nicméné enzym muze vyuzivat tuto rotaci i k obracenému déji — hydrolyze
ATP. S jedinym rozdilem, a to ze y podjednotka rotuje opa¢nym smérem.

Pokud je H+ potencial velky, FO motor je hlavni hnaci jednotkou a otaci vy
podjednotku ve sméru hodinovych ruc¢i¢ek — a vedouci kK syntéze ATP.

Pokud je potencial maly, prebira iniciativu F1 podjednotka a vyuziva hydrolyzy ATP k
transportu protond do mezimembranového prostoru.

Ht H+t HY  y+ e H+
. , - . B |
Pro tvorbu jedné H* g+ H —l
. S -
molekuly ATP je tfeba jedné Tl H

cele otacky — a priichodu 3 — 4
protonti.  Efektivita  ATP

J4 = J4 v Vv MATRIX + 4+
syntazy je témétr 100%. cotor Fi
Ht
: .
e stator HY

H+ Ht

Pi +

(A) ATP SYNTHESIS (B) ATP HYDROLYSIS



ATP se z matrix mitochondrii dostava do cytosolu pomoci ADP/ATP translokazy
(ktera tvoii az 10% vSech proteinti V mitochondrialni membrang).

ATP molekula nese negativni ndboj a proto neprochdzi pies membranu.
Translokaza je antiportér a prenasi ATP ven z mitochondrii vyménou za ADP z cytosolu.
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Kolik ATP buiika ziska z 1 molekuly glukézy?

V glykolyze vznika ptimo 2 molekuly ATP a 2 NADH. Oxidace NADH v
mitochondriich vytvari protonovy gradient umoznujici vzniku 3 ATP.

V glykolyze je ale NADH v cytosolu a je transportovan do mitochondrii bud’ ptes
malat-aspartatovy cClunek nebo dalsi alternativni drahou — Glycerol-fosfatovym
Clinkem.

Dihydroxyaceton-P  je  konvertovan  cytosolickou  Glycerol-3P
dehydrogenazou 1 na glycerol-3P. V reakci dochazi k oxidaci NADH na NAD+.

Na vnitini mitochondrialni se nachazi Glycerol-3P dehydrogenaza 2, ktera
zpatky konvertuje glycerol-3P na Dihydroxyaceton-P.

Protony a elektrony ale nejsou prenaseny na NAD+ kofakor, ale na FAD. FADH2
pak redukuje CoQ — ktery vstupuje do Elektronového transportniho fetézce.

Z FADH2 je vytézkem pouhé 2 molekuly ATP — proto se udava vytézek 2ATP z
cytosolickeho NADH.
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Kolik ATP bunka ziska z 1 molekuly

glukozy?
ATP - LIKE A RECHARGEABLE BATTERY
V glykolyze vznikd piimo 2 ATP a - % =@ %‘
2 NADH (4 ATP). T CHARGED g
A

UNCHARGED

V mitochondrii probihajici:

Dekarboxylace pyruvatu (2 pyruvaty) — 2
NADH (6 ATP)

TIME

RECHARGE

Dekarboxylace acetyl-Coa (2 acetylové
skupiny) — 6 NADH (18 ATP),
2 GTP (2 ATP), 2 FADH, (4 ATP).

ENS2SLEIF SR

Oxidaci glukézy lze ziskat az 36 molekul
ATP.



